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RESUMO

Neste trabalho objetiva-se avaliar a agdo antioxidante (AA) da Camellia sinensis
in vivo e in vitro, tragando uma comparagéo entre trés formas de processamento
da planta: os chas-branco (CB), verde (CV) e preto (CP). As bebidas para os
ensaios foram preparadas empregando-se a metodologia de infusdes. Para os
ensaios in vitro, empregou-se o método de sequestro de radicais livres — DPPH e
o sistema [-caroteno / acido linoleico (BCAL) nos trés chés, puros ou
adicionados dos agucares branco (AB) e mascavo (AM), e adogantes estévia
(ST) e a base de sacarina/ ciclamato (Sac/Cicl). Os testes in vivo tiveram como
objetivo avaliar a acdo dos chas, sem adi¢do de edulcorantes. Para isso, induziu-
se injuria hepatica em ratos wistar pela administragdo de tetracloreto de carbono
por via intraperitoneal. Os animais foram tratados com os chas, por gavagem,
durante sete dias, e apos esse periodo, a extensdo da injaria foi aferida por meio
da avaliagdo da peroxidag¢do lipidica nos figados, e por parametros bioquimicos,
como dosagem da glicose sérica, GGT, AST e ALT. Foram ainda
confeccionadas laminas para avalia¢do histopatologica dos figados. Em todos os
testes in vitro, os trés chas demonstraram importante agdo, € a capacidade de
sequestrar radicais livres seguiu a seguinte ordem: CP = CB > CV. Com exceg¢ao
da ST, a adi¢do de edulcorantes reduziu a acdo antioxidantre dos trés chas, sendo
a reducdo mais significativa observada ao se adicionar o AM. Na avaliagdo da
atividade antioxidante pelo sistema BCAL, a capacidade de estabilizar o sistema
seguiu a ordem: CB>CP>CV. O CB foi o Unico entre os chds que apresentou
reducdo da AA com adicdo de edulcorantes. O CV teve sua acdo elevada com
adicao dos edulcorantes, com exceg¢do do AM, que reduziu essa acdo; o CP teve
elevagdo da atividade com adicdo do adogante Sac/Cicl, e os demais
edulcorantes ndo provocaram nenhuma alteracdo. Nos ensaios in Vivo, os trés
chas foram capazes de inibir a peroxidagdo lipidica (P<0,05), quando
comparados ao grupo controle. Esta a¢do hepatoprotetora é confirmada pelos
resultados obtidos por meio da dosagem de enzimas hepaticas no sangue e das
analises histopatoldgicas nos figados dos animais. Dessa forma, os chas
provenientes da Camellia sinensis mostraram importante efeito antioxidante e
hepatoprotetor.

Palavras-chave: Infusdes. Edulcorantes. Antioxidante. Lipoperoxidacgao.



ABSTRACT

This study aims to evaluate the antioxidant activity of Camellia sinensis in vivo
and in vitro, drawing a comparison between three ways of processing plant:
white (CB), green (CV) and black tea (CP). The teas were prepared for testing
using the methodology of preparation of infusions. For in vitro tests, it was used
the free radical scavenger method - DPPH and B-carotene / linoleic acid system
(BCAL) to three teas, pure or added of white (AB) and brown sugar (AM), and
sweeteners stevia (ST) and saccharin / cyclamate (Sac / Cicl). The in vivo tests
were conducted to evaluate the tea action, without added sweeteners. To do so,
was induced liver injury in Wistar rats by administration of carbon tetrachloride
intraperitoneally. The animals were treated with teas, by gavage for seven days,
and after this period, the extent of injury was measured by assessing lipid
peroxidation in the livers, and biochemical parameters, such as determination of
serum glucose, GGT, AST and ALT. Histopathological evaluation of the livers
was also performed. All in vitro tests showed the three teas important action, and
the ability of radical scavenging activity following the order: CP = CB >
CV. With the exception of stevia, a sweetened reduced the antioxidant action of
the three teas, and the most significant reduction was observed when brown
sugar was added. In the evaluation of antioxidant activity by the system BCAL,
the ability to stabilize the system followed the order: CB> CP> CV. The CB was
the only one of the teas that of AA decreased with added sweeteners. The CV
had its high action with added sweeteners, except the brown sugar, which
reduced this action. Black tea had increased activity with the addiction of the
sweetener Sac / Cicl, and other sweeteners did not cause any changes. On in vivo
assays, the three teas were able to inhibit lipid peroxidation (p<0.05) when
compared to the control group. This hepatoprotective effect was confirmed by
the results obtained through the measurement of liver enzymes in blood and
histopathological examinations of the livers of animals. Thus, the teas from the
Camellia sinensis showed significant antioxidant and hepatoprotective effect.

Keywords: Infusions. Sweetners. Antioxidant. Lipoperoxidation.
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1 INTRODUCAO

Desde a pré-historia, as plantas tém sido utilizadas como produtos
terapéuticos. Em todo o mundo, milhares de produtos de origem vegetal sdo
utilizados nas mais variadas formas: cataplasmas, infusdo, macerado filtrado,
tinturas, unguentos, pomadas, xarope, capsulas e na sua forma in natura

(TREVISANATO; KIM, 2000).

O cha ¢ uma das bebidas mais consumidas do mundo, s6 perdendo para
a agua (CHENG, 2004; CHENG et al., 2008), estando bem a frente do café, da
cerveja, do vinho e dos refrigerantes (RIETVELD; WISEMAN, 2003). Seu
consumo era restrito a paises da Asia e Europa, mas a bebida despertou o
interesse do mundo devido a estudos que mostram a relagdo inversa entre o
consumo da bebida e o risco de doengas cronicas ndo infecciosas, como cancer e

doengas do coragdo (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006).

As infusdes de cha sdo encontradas nas formas de cha-verde (CV), cha-
branco (CB) e cha-preto (CP), dependendo do tipo de processamento a que a
planta foi submetida. Esses processos de produgdo alteram as propriedades
sensoriais e antioxidantes, mediante a alteracdo dos compostos contidos em cada

tipo de cha.

O cha da C. sinensis tem sido valorizado pela comunidade cientifica
pelo seu potencial terapéutico, ¢ seus beneficios sdo atribuidos as altas
concentracdes de antioxidantes. Esses compostos antioxidantes, contidos nos
chamados alimentos funcionais, exercem efeitos benéficos a saide humana
quando presentes regularmente na dieta. Estudos epidemioldgicos e
experimentais mostram efeitos benéficos na fungdo hepatica na prevengdo de
injarias, como cirrose e carcinomas, sendo, inclusive, utilizado como tratamento

coadjuvante a terapia medicamentosa.
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No Brasil, o cha geralmente ¢ consumido acrescido de edulcorantes,
visando melhorar a palatabilidade e, consequentemente, sua aceitacdo. Até o
momento, muito pouco se conhece a respeito da interacdo entre esses
edulcorantes e os compostos antioxidantes presentes nos chas, o que reforga as
duvidas a respeito da melhor forma de consumi-los, visando manter o maximo

de suas propriedades funcionais.

Diante do exposto, neste trabalho tem-se como objetivo analisar a agdo
antioxidante da C. sinensis nas formas de cha-verde, cha-branco e cha-preto e
verificar a influéncia da adi¢do de edulcorantes nos trés chas in vitro; e através
de analises in vivo, avaliar seu efeito antioxidante na lipoperoxidagdo hepatica
induzida por tetracloreto de carbono, visando obter um estudo comparativo a

respeito da acdo hepatoprotetora desses chas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cha

As infusdes de ché, consumidas por dois tercos da populagdo mundial,
sdo obtidas das folhas da planta Camellia sinensis L. Kuntze (HAROLD;
GRAHAM, 1992) e sao geralmente consumidas na forma de cha-verde, cha -
preto, cha-oolong e cha-branco (RUSAK et al., 2008). Os diferentes processos,

que resultam nos diferentes tipos de cha, estao ilustrados na Figura 1.

Folhas e Brotos Folhas
| /\
Vapor Vapor Trng:io
Oxidagéo
‘ ‘ /\
Secagem Secagem Secagem Secagem
A I

> &
_ 12 | J
Cha Branco Cha Vérd.e Cha Oolong Cha Preto
Figura 1 Esquema simplificado de obtencao dos diferentes tipos de chd da planta C.

sinensis
Fonte Fanaro (2009)
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A Camellia sinensis apresenta-se como arbusto ou arvore perene, com
altura superior a 16 metros (FERRARA; MONTESANO; SENATORE, 2001)
(Figura 2), adaptada a meios com grandes variagoes climaticas (OWUOR et al.,
2008), podendo ser cultivada em regides imidas e solos acidos, desde o nivel do

mar até regioes montanhosas (HARA; LUO; WICKREMASHINGHE, 1995).

Figura 2 Aspecto geral da Camellia sinensis (L.) Kuntze
Fonte: Paganini-Costa e Carvalho-da-Silva (2011)

A produgdo anual de folhas secas de Camellia sinensis ¢ estimada em
1,8 milhdo de toneladas, o que equivale a 40 litros de cha per capita em todo o

mundo (CHENG et al., 2008).
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Segundo a tradicdo chinesa, o cha foi descoberto pelo imperador Shen
Nung no ano 2737 antes de Cristo. Na China antiga, o cha era considerado
miraculoso por trazer varios beneficios a saude, sendo utilizado como
medicamento para dores de cabega, dores no corpo, depressdo, melhora da agao
do sistema imune, para detoxificagdo, como energizante, antioxidante € como
forma de prolongar a vida. A partir da China, por volta do ano 800 depois de
Cristo, a bebida foi introduzida no Japao, e dai para o restante do mundo, por
comerciantes e viajantes. Atualmente, o consumo de cha ¢ assimilado por muitas

culturas no mundo (IMTIAZ et al., 2004).

Na China, Japao e Inglaterra, a hora do cha ¢ geralmente definida no
periodo da tarde, entre as maiores refei¢des, em um ritual em que se busca total
relaxamento. No entanto, o estilo de vida moderno tende a alterar essa relagao,
levando as pessoas a preferirem outras bebidas e os alimentos denominados “fast

foods” ao consumo do cha.

2.1.1 Cha-verde

O consumo de CV ¢ um habito comum no Japao ¢ em outros paises
asiaticos (TOKUNAGA et al., 2002) e representa aproximadamente 20% do
total de cha consumido no mundo (SIDDIQUI et al., 2004). O cha ¢ produzido
por meio de folhas jovens de Camellia sinensis, as quais sdo enroladas e
vaporizadas para minimizar a oxidagdo (RUSAK et al., 2008); o emprego de
calor inativa a polifenol oxidase, conferindo a colorag@o verde, caracteristica das

folhas (KOO; NOH, 2007).

O CV contém compostos polifendlicos, que incluem flavanois,

flavandiois, flavonoides e acidos fenolicos, que totalizam cerca de 30% do peso
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seco das folhas. A maioria desses polifendis sdo os flavandis, dentre os quais

predominam as catequinas (CHENG, 2000).

Quando comparado ao CP, que passa pelo processo de fermentagdo, o
CV apresenta maior atividade antioxidante devido a uma maior concentragdo de
(-) epigalocatequina galato (CHENG, 2000).

Uma bebida tipica de CV ¢ preparada na propor¢do de 1g de folhas para
100 mL de agua, deixando-se em infusdo por 3 minutos de fervura. A bebida
preparada desta forma geralmente contém cerca de 33 — 35mg/100 mL de
catequinas e¢ 6 mg/100 mL de cafeina, dentre outros constituintes

(BALENTINE; WISEMAN; BOUWENS, 1997).

2.1.2 Cha-branco

O CB representa um tipo de cha raro e de alto custo, pouco conhecido
fora da Asia (RUSAK et al., 2008). E uma bebida preparada com brotos e folhas
muito jovens, colhidos apenas uma vez ao ano, no inicio da primavera. Apesar
de numerosos dados sobre os constituintes fenolicos, atividade antioxidante e
efeitos benéficos dos chas-verde e preto na saude humana, pouco se sabe sobre o
CB, que ¢ o mais raro e menos processado dos chas (RUSAK et al., 2008). A
planta nao sofre nenhum processamento além da secagem pelo sol (SANTANA-
RIOS et al., 2001), conferindo-lhe um sabor leve e delicado (RUSAK et al.,
2008).

2.1.3 Cha-preto

O CP ¢ 0 mais consumido entre os chas da Camellia sinensis, ¢ a India é

a maior produtora e exportadora dessa bebida (BHATTACHARYYA et al,
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2007). Esse cha difere do cha-oolong pela extensdo da fermentacdo a que €
submetido: o oolong ¢ parcialmente fermentado, ao passo que o preto ¢

completamente fermentado / oxidado (CHEN et al., 2009).

A producdo de CP inicia-se com a colheita, em seguida as folhas
murcham e passam por um processo de maceragdo, para finalmente passarem
pela secagem. Durante a maceragdo das folhas, ocorre o rompimento da
estrutura das células das folhas, quando a fermentagdo se inicia. O processo
utilizado na produgao desse cha reduz consideravelmente os niveis de catequinas
a uma extensdo bem maior que nos outros chas, que passam por condigdes
menos severas de producdo (CHENG, 2000); a reducdo ocorre devido a
transformacdo das catequinas em teaflavinas por condensacdo (MATSUBARA;

RODRIGUEZ-AMAYA, 2006).

Diversos pesquisadores relacionam o consumo desse cha com a redugao
da incidéncia de doengas coronarianas (CHENG, 2006); no entanto, Hertog et al.
(1997) ndo encontraram essa relagdo ao realizarem a pesquisa no Reino Unido;
os autores atribuem os resultados ao fato de a populagdo no local consumir o

cha-preto acrescido de leite.

2.2 Composicao quimica dos chas

Geralmente, uma infusdo preparada com 2,5 g de folhas de cha em 250
mL de agua quente por 3 minutos contém cerca de 620 - 880 mg de compostos
solidos. Polifenois, como as catequinas, quercetina, miricetina e kaempferol
contabilizam aproximadamente de 30 a 42% do peso seco do cha
(BALENTINE; WISEMAN; BOUWENS, 1997). O cha também contém acidos
fenodlicos, principalmente o cafeico, quinico e galico. Alguns taninos sdo

encontrados nas folhas do cha, conferindo-lhes seu sabor adocicado. Segundo
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Liao, Kao e Hiipakka (2001), os taninos sdo degradados a acido glutamico,

possuindo efeitos de provocar relaxamento em humanos.

Os flavonoides e as catequinas sdo potentes antioxidantes, varredores de
radicais livres, quelantes de metais e inibidores da lipoperoxidac¢do. Suas
propriedades estdo relacionadas com a presenca, em sua estrutura, de radicais
ligados aos seus anéis (SCHMITZ et al., 2005). A presenga de grupos hidroxil
na posicao carbono 3 do anel C, de dupla ligagdo entre os carbonos 2 e 3 do anel
C e o numero de radicais hidroxil ligados nos anéis A e B, aumentam sua

atividade antioxidante (COOK; SAMMAN, 1996).

As folhas de cha s@o unicas na natureza; as catequinas, a cafeina e tanino
sdo responsaveis pelo sabor e pelo flavor das bebidas a base de chas (IMTIAZ et

al., 2004).

2.2.1 Compostos fenoélicos

Os compostos fenodlicos sdo metabolitos secundarios de plantas,
especializados em exercer fungoes fisiologicas (RUSAK; KRAJACIC; PLESE,
1997). As plantas os sintetizam para proteger-se contra o estresse oxidativo,
contra espécies reativas de oxigénio e contra os herbivoros (IMTIAZ et al.,

2004).

Os polifendis também apresentam agdes antinutricionais, como a
capacidade de reduzir a absor¢do e digestibilidade dos alimentos devido a
habilidade de se ligar a proteinas e minerais; no entanto, agdes antiinflamatoria,
anticarcinogénica e antioxidante também sdo atribuidas a esses compostos, além

de outros beneficios a saude humana (IMTIAZ et al., 2004).
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2.2.1.1 Flavonoides

Flavonoides sdo compostos fenodlicos amplamente encontrados em
tecidos vasculares de plantas, incluindo frutas, polen, raizes e caules (DI
CARLO et al., 1999; PIETTA, 2000). Com mais de 8000 compostos individuais
conhecidos, os flavonoides sdo biossintetizados pela combinagdo dos acidos
chiquimico e acilpolimalonato. Um derivado do acido cindmico (fenilpropano),
sintetizado a partir do acido chiquimico, age como precursor na sintese de um
intermediario ao qual sdo adicionados trés residuos de acetato, com posterior
ciclizagdo da estrutura (DI CARLO et al., 1999) (Figura 3). As subsequentes
hidroxilagdes e redugdes produzem diferentes formas de flavonoides (PIETTA,

2000).

| Chalcona
o]

Flavonodide

Figura 3 Biossintese dos flavonoides
Fonte Pietta (2000)
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Sua estrutura basica ¢ constituida por um nucleo fundamental,
constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6),
sendo dois anéis fenolicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica

C) acoplado ao anel A (Figura 4) (DI CARLO et al., 1999).

Figura 4 Estrutura béasica de um flavonoide
Fonte Dornas et al. (2007)

Os flavonoides sdo subdivididos nas principais classes: flavonas,
flavondis, chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas,
leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonoides (BRAVO,

1998).
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2.2.1.2 Catequinas

As catequinas pertencem a um grupo de polifendis encontrados nas
folhas de Camellia sinensis (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006).
As principais catequinas encontradas na planta sdo epicatequina (EC),
epigalocatequina (EGC), (-) epigalocatequina galato (ECGC) e epicatequina
galato (EG) (Figura 5) (SHARMA; KUMAR; RAO, 2008).

Entre as catequinas, a epigalocatequina galato representa de 50 a 80% do
total de catequinas e acredita-se ser a responsavel pela maior parte dos efeitos
benéficos atribuidos ao cha (LIAO; KAO; HIIPAKKA, 2001). A ECGC
apresenta maior atividade antioxidante que as vitaminas C e E, que sdo

antioxidantes conhecidas.
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Figura 5 Catequinas do cha-verde
Fonte Lamarao e Fialho (2009)
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2.3 Chas, estresse oxidativo e efeitos a saude

Evidéncias cientificas sobre a a¢do dos alimentos sobre o metabolismo

estdo mudando a atual percepc¢do de alimentagdo, e pesquisas sobre os beneficios

a saude podem modificar atitudes a respeito dessa bebida antiga. Dados

cientificos demonstram o impacto positivo dos alimentos na saide humana, com

especial énfase aos eventos celulares. Muito interesse esta centralizado nas

atividades oxidante / antioxidante em relacdo ao processo de envelhecimento e

doencas cronico-degenerativas, como cancer, doengas cardiovasculares e

diabetes (DUFRESNE; FARNWORTH, 2001; FERRARA; MONTESANO;

SENATORE, 2001).
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O estresse oxidativo nas células e tecidos tem sido relacionado a acdo de
radicais livres, que estdo ligados a etiologia de varias doencas degenerativas, tais
como cardiopatias, aterosclerose, problemas pulmonares (STAHL; SIES, 1997),
mutagénese e carcinogénese, sendo esses ultimos causados por danos ao DNA
(POULSEN; PRIEME; LOFT, 1998). Radicais livres podem ser intermediarios
de moléculas que contém um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia
independente (HALLIWELL, 1994). Sdo altamente instaveis, com meia vida
curta ¢ quimicamente muito reativos (POMPELLA, 1997). Sdo capazes de
causar oxidacdo em proteinas, lipideos, carboidratos e DNA, além de causar
danos as biomembranas, refletidos pelo aumento da peroxidagao lipidica, assim
comprometendo a integridade e a fungdo celular.

A formagdo de radicais livres in vivo ocorre via agdo catalitica de
enzimas durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no
metabolismo celular (respiragdo aerobica, inflamagdes, entre outros) e pela
exposicao a fatores exdgenos, como radiagdes gama e ultravioleta, dieta, cigarro
e medicamentos. A concentracdo desses radicais pode aumentar devido a maior
geracdo intracelular ou pela deficiéncia de mecanismos antioxidantes (SIES,
1993). Antioxidantes sdo compostos que protegem as cé€lulas contra o efeito
prejudicial de espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singlet, superoxido,
radicais hidroxil e peroxinitrito. O desbalango entre antioxidantes e oxidantes
pode resultar em diversas respostas fisiologicas, podendo levar a danos celulares
ligados a origem do cancer, envelhecimento, aterosclerose, injuria isquémica e
inflamacdo (MATES; SANCHEZ-JIMENEZ, 2000).

A protecdo antioxidante pode ser obtida por meio dos alimentos. A
redugdo da agdo de espécies reativas de oxigénio ¢ importante para manter as
fungdes bioldgicas do DNA, das proteinas e das membranas lipidicas. Os
antioxidantes da dieta podem reagir e extinguir os radicais livres de oxigénio,

por meio de processos quelantes com metais de transicdo, que ocorrem por
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reacdes de reducdo; podem também agir induzindo a produgdo de enzimas
antioxidantes, ou ainda suprimindo a geracdo de espécies reativas de oxigénio,

como a ciclooxigenase no sistema bioldgico (SU et al., 2007).

Os flavonoides presentes nos chas obtidos da C. sinensis exercem a agdo
de proteger as células contra varios efeitos dessas espécies reativas de oxigénio.
Os mais importantes sdo a quercetina, kaempferol e a rutina. Além disso, os chas
sdo considerados as melhores fontes de catequinas, sendo a EGCG a mais
abundante entre todos os componentes fendlicos existentes nas folhas secas da
planta (DUFRESNE; FARNWORTH, 2001; FARIA; SANTOS; VIANNA,
2006), além dos acidos cafeico, quinico e galico. A planta também ¢ uma boa
fonte de metilxantinas, principalmente na forma de cafeina, contendo cerca de
um terco da quantidade total encontrada no café¢ (DUFRESNE; FARNWORTH,
2001; FERRARA; MONTESANO; SENATORE, 2001).

Entre os efeitos benéficos a saide humana, diversos estudos
comprovam, além da atividade antioxidante, atividade anti-inflamatéria (NAG-
CHAUDHURI et al., 2005), antimicrobiana (YAM; SHAH; HAMILTON-
MILLER, 1997), hipoglicemiante (BARBOSA FILHO et al., 2006),
antimutagénica (SANTHOSH; SWARNAM; RAMADASAN, 2005) e inibidora
da enzima conversora de angiotensina (BARBOSA FILHO et al., 2006). Ja foi
demonstrado também o efeito do cha na elevagdo da termogénese, aumento na
oxidagdo lipidica e reducdo na utilizagdo de carboidratos, tendo importante a¢do

na redugdo de peso (DULLO et al., 1999).

Tokunaga et al. (2002) realizaram um estudo por meio do qual se
observou redugdo nos niveis séricos de colesterol, com o consumo de mais de 10
xicaras de cha por dia; porém, quando a ingestdo foi associada aos aspectos de
estilo de vida da populagdo (tabagismo, uso de café e alcool), ao indice de massa
corporal (IMC) e idade, essa reducdo foi observada com a ingestdo de apenas

uma xicara por dia.
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Ferrara, Montesano e Senatore (2001) também recomendam a ingestao
de 10 copos ou mais de cha-verde por dia para obter protecdo contra danos
hepaticos ¢ melhora nos testes sanguineos, mas salientam que, devido as
propriedades estimulantes apresentadas pela C. sinensis, a ingestdo deve ser
restrita a trés copos por dia (fornecem 240 - 320 mg de polifenois),
principalmente por individuos que sofrem de insonia, ansiedade e arritmia
cardiaca. A mesma dose ¢ recomendada para gestantes, e o ultimo copo deve ser
ingerido pelo menos 3 horas antes de dormir.

Estudos feitos nos ultimos 10 anos mostram fortes evidéncias de que os
antioxidantes polifendlicos reduzem a incidéncia de tumores em animais
(JAVED; SHUKLA, 2000), incluindo 6rgaos, como pulmdes (MUKHTAR;
AHMAD, 2000), estomago, duodeno, pancreas, esdfago, figado (ZAVERI,
2006), pele (MANTENA et al., 2005; MUKHTAR; AHMAD, 2000) e prostata
(HASTAK et al., 2003).

Além dos beneficios acima citados, as folhas sdo consideradas
digestivas, diuréticas, uteis no tratamento de hemorroidas, inflamagdes e

desordens abdominais (SENGOTTUVELU et al., 2008).

2.4 Camellia sinensis e danos hepaticos

O figado ¢ o mais importante 6rgdo do metabolismo no organismo,
recebendo 1500 mL de sangue por minuto. Esta envolvido em operagdes
metabolicas de anabolismo e catabolismo, e suas atividades refletem-se nas
varias substancias circulantes no sangue e presentes em outros fluidos corporais
(BASU, 2003).

Danos hepaticos podem ser causados pelo aumento de radicais livres no
organismo (CHEN et al., 2005) ou pela faléncia dos mecanismos de defesa

antioxidantes (NAKAMOTO et al., 2009). Diversos estudos demonstram o
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efeitos benéficos do cha no tratamento de danos hepaticos, como isquemia (ZHI
et al., 2002), fibrose (ZHI et al., 2003) e injaria ndo alcodlica (LI et al., 2004).

Os compostos antioxidantes contidos na Camellia sinensis protegem os
lipidios da membrana celular, os acidos nucleicos e as proteinas contra os danos
oxidativos (YANG; LANDEU, 2000), prevenindo ou tratando as desordens
hepaticas. Nakamoto et al. (2009) concluiram em seus estudos que o cha foi
capaz de prevenir a esteatose hepatica a fibrose em animais, prevengao esta
sugerida pela elevagdo dos antioxidantes plasmaticos e redugdo dos
triglicerideos viscerais induzidos por ingestao de dieta rica em lipidios.

No processo de lipoperoxidagdo, ocorre reducao dos niveis das enzimas
glutationa, superoxido dismutase e catalase, importantes na protecao das células
e tecidos contra espécies reativas de oxigé€nio e nitrogé€nio. Essa reducdo esta
provavelmente relacionada ao consumo dessas enzimas diante do grande nimero
de radicais livres produzidos durante esse processo (SEGONTTUVELU et al.,
2008). A glutationa é um tripeptideo utilizado na sintese da glutationa
peroxidase e € uma importante enzima antioxidante; exerce nos tecidos fungdes
no estoque e transporte de cisteina, regulagdo no balango oxidativo, metabolismo
de prostaglandinas e leucotrienos, fungdo imune e proliferacdo celular. A
superéxido-dismutase ¢ uma metaloenzima que converte o radical superoxido
em peroxido de hidrogénio, que, pela agdo da catalase, é convertido em agua e
oxigénio molecular (LEITE; SARNI, 2003).

O consumo de chas provenientes da C. sinensis esta diretamente
relacionado ao aumento dos niveis dessas enzimas, além de elevar a sintese de
proteinas totais, principalmente a albumina, acelerando o processo de

regeneracdo ¢ a protecdo das células hepaticas (SEGONTTUVELU et al., 2008).
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2.5 Inducgao da injuria hepatica com tetracloreto de carbono e testes de

func¢ao hepatica

O tetracloreto de carbono (CCly) é um hidrocarboneto halogenado,
muito utilizado em processos de sintese organica de compostos clorados,
particularmente compostos aromaticos halogenados, ¢ também na inddstria de
lavagem a seco, sendo um agente quimico altamente toxico, causando
principalmente danos hepaticos, além de necrose tubular aguda no rim
(FERREIRA, 2005). E um agente hepatotoxico que tem sido utilizado por
décadas para induzir injiria hepatica em diversos modelos experimentais para
elucidar mecanismos de hepatotoxicidade. Experimentalmente, a resposta
cirrdtica induzida no animal pelo uso de CCl, tem mostrado ser similar a cirrose
hepatica em humanos (TAMAYO, 1983).

Entre os varios mecanismos envolvidos no efeito hepatotoxico do
tetracloreto de carbono, um ¢ o dano oxidativo pela geragdo de radicais livres,
sendo necessaria a agdo antioxidante para desencadear mecanismos
hepatoprotetores (DELEVE; KAPLOWITZ, 1995).

A integridade estrutural e funcional do figado pode ser correlacionada
com testes de fungdo hepatica, como niveis séricos de albumina (capacidade de
sintetizar proteinas), amonia (integridade da circulagdo porta), ureia (capacidade
detoxicante), glicose em jejum (indicagdo das reservas de glicogénio e
capacidade de sintetizar glicose), fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase,

alanina aminotransferase ¢ gama glutamiltransferase (BASU, 2003).

2.6 Edulcorantes
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Existem muitas definigdes para os termos adogantes ou edulcorantes. O
edulcorante sera adotado neste trabalho para toda substincia que adoga, sendo

ela nutritiva ou ndo.

2.6.1 Acgucar

Todos os seres humanos apresentam boa aceitacdo pelo sabor doce. O
agucar, ou sacarose, ¢ formado por dois monossacarideos (glicose e frutose), e
fornece 4kcal/g (TORLONI et al., 2007). E um dos varios compostos de sabor
doce encontrados na seiva de diversas plantas, tal como na cana-de-agtcar, e ¢
largamente utilizado na industria de alimentos e bebidas (LIMA, 2005).

O agticar ¢ adicionado a diversos alimentos industrializados por seu
efeito conservante (antioxidante e antimicrobiano) e por proporcionar cor e
textura aos alimentos, modificando sua maciez e viscosidade. Normalmente, 5%
de sacarose sdo suficientes para adogar o café, ao passo que refrigerantes contém
cerca de 10% (TORLONI et al., 2007).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (1978),
“o agucar deve ser fabricado de suco de cana ou de beterraba, livre de
fermentagdo, isento de matéria terrosa, de parasitos ¢ de detritos animais ou

vegetais.” De acordo com a sua caracteristica, pode ser classificado em:

—  Acucar cristal: contendo no minimo 99,3% de sacarose.

—  Agucar refinado: contendo no minimo 98,5% de sacarose.

—  Agucar moido: contendo no minimo 98,0% de sacarose.

—  Agucar demerara: contendo no minimo 96,0% de sacarose.

— Agtlcar mascavo: contendo no minimo 90,0% de sacarose.

—  Agucar mascavinho: contendo no minimo 93,0% de sacarose.

—  Agucar-cande: contendo no minimo 99,0% de sacarose.
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—  Agucar glacé ou em po6 ou de confeiteiro: contendo no minimo 99.0% de
sacarose (excluido o antiaglutinante)

—  Agucar em cubos ou tabletes: contendo no minimo 98.0% de sacarose
(excluido o aglutinante)

—  Agucar para confeitar: agucar finamente pulverizado ou em cristais,

adicionado de corantes permitidos

A disseminagdo do uso de aguicar ocorreu a partir da segunda metade do
século XVII, quando os Europeus passaram a consumir o chocolate, o café e o
cha em maiores quantidades. Até entdo, essas bebidas eram consumidas sem
adogantes, tendo sabor amargo. A rapida elevagdo no consumo de agticar se deu
paralelamente ao aumento do consumo dessas bebidas, principalmente na
Inglaterra (LEMPS, 1998 citado por FLANDRIN; MONTANARI, 2007).

Apbs a colheita da cana-de-agucar, a produgdo do acucar refinado passa
pelas seguintes etapas: extragdo e peneiramento do caldo para a separacdo do
bagacilho, clarificagdo do caldo para remocdo das substincias que conferem
coloracdo escura, formag¢do do xarope por evaporagdo da 4agua do caldo,
concentracdo do xarope para provocar a formagdo dos cristais de agucar,
cristalizacdo, turbinagdo, secagem do aglicar para retirar o excesso de umidade e
ensacamento (ARAUJO, 2007).

Durante o processo de producdo de agucar ocorre a reagdo de Maillard,
com formacdo de caramelos provenientes de reagdes de degradagdo e
condensagdo da glicose e da frutose pela combinagdo desses com aminoacidos,

formando as melanoidinas (ARAUJO, 2007).

2.6.1.1 Acucar Mascavo
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O agtcar mascavo ¢ produzido a partir do caldo de cana extraido pelo
esmagamento dos colmos maduros da cana de agtcar. O aspecto marrom-claro a
escuro ¢ devido ao fato deste agucar ndo passar por processos elaborados de
clarificagdo do caldo (CHAVES, 1998).

O aclcar mascavo apresenta em sua composicdo: sacarose, frutose,
glicose, calcio, potassio, magnésio, fosforo, s6dio, manganés, ferro e zinco

(SILVA et al., 2003).

2.6.2 Adocantes

A busca por produtos que tenham caracteristicas e sabor semelhantes a
sacarose ¢ feita por individuos que, por alguma razdo, precisam substituir a
sacarose em suas dietas. Existem varios produtos que suprem essa necessidade,
mas nem todos sdo seguros para o consumo humano, € a0 mesmo tempo tém
estabilidade e boa acdo edulcorante (CARDOSO; BATTOCHIO; CARDELLO,
2004); sdao permitidos pela legislagdo brasileira: a sacarina, o ciclamato, o
aspartame, a sucralose ¢ o esteviosideo (BRASIL, 1995).

Os adogantes sdo substitutos artificiais ou naturais do aglicar, compostos
por substincias edulcorantes (que adogcam) e por um agente de corpo, que
confere aparéncia, textura e durabilidade ao produto. Diversos adogantes contém
dois ou mais edulcorantes associados, com a finalidade de potencializar as
vantagens de cada um e neutralizar as desvantagens, principalmente o sabor
residual (TORLONI et al., 2007).

2.6.2.1 Sacarina e Ciclamato

A sacarina ¢ uma substincia derivada da naftalina e possui poder
edulcorante 400 vezes maior do que o agucar. E absorvida pelo trato intestinal, e

¢ excretada sem ser metabolizada; por isso, ndo fornece calorias. Foi descoberta
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acidentalmente em 1879 e utilizada como alternativa a escassez de aclicar nas
ultimas guerras mundiais (LONDON, 1988).

Quando usada em altas concentragdes, a sacarina tem sabor amargo; por
isso, passou a ser associada a outros edulcorantes a partir de 1950, com a
descoberta do ciclamato (TORLONI et al., 2007).

O ciclamato ¢ constituido pelo acido ciclohexilsulfamico e sais de
potassio, célcio e sddio. Possui poder edulcorante de 30 a 140 vezes o do agucar
(AMERICAN DIETETICAN ASSOCIATION, 2004) e ¢é considerado um
adocante ndo calorico. Nao tem sabor residual e é estavel ao calor. Geralmente ¢

associado a sacarina, atenuando seu sabor desagradavel (TORLONI et al., 2007).

2.6.2.2 Estévia

A estévia ¢é extraida da planta Stevia rebaudiana (Figura 6), um dos 154
membros do género Stevia. E utilizada como adogante em chas ha séculos, desde
a época dos indios guaranis na América do Sul. Os glicosideos responsaveis pelo
dulgor foram descobertos em 1931, e sdo utilizados como adogantes ndo

caldricos por brasileiros e japoneses (MADAN et al., 2009).
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Figura 6 Stevia rebaudiana
Fonte Madan et al. (2009)

A estévia € origindria do Paraguai, e apresenta propriedades medicinais e
poder edulcorante. Sua acdo edulcorante se deve a presenca de oito glicosideos
diterpénicos presentes nas folhas da planta, predominando o esteviosideo € o

rebaudiosideo-A (LIMA FILHO; MALAVOLTA, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e local de execucio

O material vegetal (folhas desidratadas de C. sinensis na forma de cha-
verde, cha-branco e cha-preto) foi obtido no comércio da cidade de Sdo Paulo —
SP. Os agucares e edulcorantes foram obtidos do comércio varejista da cidade de

Lavras — MG.

Os experimentos foram realizados na UFLA — Universidade Federal de
Lavras, na cidade de Lavras, MG, nos laboratorios de Quimica Organica do
Departamento de Agroquimica; Fisiologia Animal, do Departamento de
Medicina Veterinaria; Tecnologia de Carnes e Pescados, do Departamento de

Ciéncia dos Alimentos.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencio das infusdes

Para o preparo das infusdes, 100 mL de 4gua em ebulicio foram
adicionados sobre 1g de folhas desidratadas, acondicionadas em béquer. As

folhas ficaram em infus@o por um minuto, e logo apos procedeu-se a filtragem.

Para o preparo dos chas adicionados de edulcorantes, apos a filtragem,
adicionaram-se separadamente a cada tipo de cha 4g de sacarose (S), 4g de
agticar mascavo (AM), 10 gotas de adocante a base de estévia (ST) e 10 gotas de
adogante a base de sacarina e ciclamato (Sac / Cicl). Cada solugdo foi agitada

manualmente por 20 segundos.
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3.2.2 Avaliacio da acio antioxidante in vitro

Para avaliagdo da atividade antioxidante in vitro, utilizaram-se os
métodos de atividade sequestrante de radicais livres DPPH e o ensaio do [

caroteno / acido linoleico.

Para titulo de comparagao, os testes foram realizados também com cada

edulcorante dissolvido em agua.

3.2.2.1 Atividade sequestrante de radicais livres DPPH

O método ¢ baseado na reducdo do radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) (Figura 7) em solugdo metandlica por antioxidantes, que causam
alteragdo da colora¢do violeta da solucdo a um tom palido. A mudanga na
coloracdo leva a uma redugdo na absorbidncia, que pode ser detectada por
espectrofotometria (BLOIS, 1958).

Quando a solugdo de DPPH ¢ acrescida uma substancia doadora de
atomos de hidrogénio, tem-se sua transformag¢do na forma reduzida, com
consequente perda da coloragdao violeta e formacdo de uma coloracdo palida
residual, devido ao grupo picril ainda presente (MOLYNEUX, 2003) (Figura 8).

Representando o radical DPPH por Z, e a molécula doadora por AH, a

reagdo primaria pode ser representada da seguinte forma:

Z+AH=ZH+ A’

Em que ZH ¢ a forma reduzida e A" ¢é o radical livre produzido nesta
primeira fase. Este radical produzido pode se submeter a novas reagdes que sdo
responsaveis pela estequiometria geral, ou seja, o numero de moléculas de

DPPH reduzidas por uma molécula do agente redutor (MOLYNEUX, 2003).
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Figura 7 2,2-difenil-1-picrilhidrazila na forma de radical livre
Fonte Molineux (2003)

Figura 8 2,2-difenil-1-picrilhidrazila na forma reduzida
Fonte Molineux (2003)

A atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH foi

feita pelo método descrito por Sousa et al. (2007).

Preparou-se uma solugdo estoque de DPPH em metanol na concentragio
de 40 pg/mL"', que foi mantida em baixa temperatura e na auséncia de luz até o
uso.

A reacdo ocorreu pela adi¢do de 2,7 mL da solugdo estoque e 0,3 mL

das infusées em tubos de ensaio. Para o controle, utilizaram-se 2,7 mL da
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solugdo de DPPH e 0,3 mL de agua. Para o branco, utilizaram-se 2,7 mL de

metanol ¢ 0,3 mL de agua.

As medidas das absorbancias das misturas reacionais foram realizadas a
515 nm, ¢ as leituras foram realizadas imediatamente apds o preparo das
solucdes e com intervalo de 60 minutos, com as amostras mantidas em local

€scuro.

A porcentagem de atividade antioxidante (AA) foi determinada
utilizando os valores de absorbancia testadas, no tempo de 60 min, utilizando-se
a equacao:

%AA = {[Abscontrole - (Absamostra - Absbranco)] X 100} / Abscontrole

Em que: Absconmole € a absorbancia inicial da solugdo metandlica de DPPH,
AbSamostra € @ absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra) ¢ AbSpanco € @

absorbancia do metanol (SOUSA et al., 2007).

3.2.2.2 Ensaio do B-caroteno — acido linoleico

Para o ensaio do B caroteno — &cido linoleico, utilizou-se a metodologia
descrita por Lopes-Lutz et al. (2008).

Preparou-se uma solugdo estoque composta por 6 mg de P-caroteno
dissolvido em 10 mL de cloroférmio (grau analitico), 60 pL de acido linoleico e
600 mg de Tween 20. O cloroférmio foi completamente evaporado em
evaporador rotatorio acoplado a uma bomba de vacuo. Posteriormente, 150 mL
de agua destilada saturada com oxigé€nio foram acrescidos na mistura sob
agitacdo constante. Em seguida, colocaram-se 2,5 mL da mistura resultante
(emulsdo A) em tubos de ensaio e sobre essas foram acrescidos 0,2mL dos
extratos. Para ser utilizado com zero de absorbancia no espectrofotdmetro, uma

segunda emulsdo (B), consistindo de 60 pL de acido linoleico, 600 ug de Tween
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20 ¢ 150 mL de agua saturada com oxigénio também foi preparada, ¢ a 2,5 mL

dessa emulsdo foram acrescidos 0,2 mL de agua.

As leituras das amostras foram feitas imediatamente (t=0) e em
intervalos de uma hora em espectrofotometro utilizando um comprimento de
onda de 470 nm. Todas as analises foram feitas em triplicatas. A porcentagem de

inibigdo foi calculada utilizando a seguinte formula:
% inibi¢do = [(Aa120) — Ac20) / (A c0) — Acqioz))] x 100
Em que:

A,120) € a absorbancia do antioxidante no tempo de 120 min, Az € a
absorbancia do controle a 120 min, e A () ¢ a absorbancia do controle no t = 0

min (LOPES-LUTZ et al., 2008).

3.2.3 Analises in vivo

Para o ensaio in vivo, foram utilizados 25 ratos com peso de 204 +14g,
todos do sexo feminino, obtidos no biotério da Universidade Federal de Vigosa —
UFV. Os animais foram mantidos em caixas de polietileno com tampa de ago,
distribuidos em cinco tratamentos, sendo cinco animais em cada um. O
fotoperiodo (12h claro/12h escuro) foi controlado. Agua e ragdo comercial
foram oferecidos ad libitum, e os animais receberam camas de maravalha. Para a
inducdo da injuria hepatica, utilizou-se a técnica de Ozercan et al. (2006), em
que foram administrados por via intraperitoneal doses de 2,4 mg / Kg (P/P) de
tetracloreto de carbono (CCly), solubilizado na propor¢do de 1:1 em oleo de
oliva por 3 dias nao consecutivos (1°, 3 © e 5° dias).

Os animais foram divididos em 5 grupos contendo 5 animais em cada

um, conforme abaixo:
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- Controle negativo (receberam somente agua por gavagem e veiculo (6leo de
oliva) por via intraperitonial;

- Controle Positivo (4gua por gavagem + CClyem 6leo de oliva)

- Teste 1 (CCly em 6leo de oliva + infusdo de cha-verde por gavagem)

- Teste 2 (CCly em 6leo de oliva + infus@o de cha-branco por gavagem)

- Teste 3 (CCly em 6leo de oliva + infusdo de cha-preto por gavagem).

Os chas-preto, verde, branco e a 4gua foram administrados por gavagem,
uma vez ao dia, por 7 dias. A dose utilizada foi de 3,6mL/kg/dia,
correspondendo a 5 xicaras de 50mL da bebida. No oitavo dia, os animais foram
anestesiados com tiopental sodico, na dose de 40mg/kg de peso, para retirada do
sangue por pung¢do cardiaca apds 12 horas de jejum, e logo apos submetidos a
eutanasia por exsanguinagdo para retirada do figado. O sangue foi centrifugado
em seguida para retirada do soro. O figado foi lavado com solugdo salina 0,9% e
armazenado a -20°C, submerso em solugdo tampao fosfato (pH 7,4). Os figados
foram destinados a avaliagdo da peroxidagdo lipidica (TBARS) e a confecgdo de
laminas para analise histopatologica.

O projeto foi submetido a2 Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Lavras, e aprovado sob o protocolo n°016/11, em 3 de

maio de 2011.

3.2.3.1 Determinacao da inibicdo da peroxidacao lipidica

A peroxidacdo de lipidios foi determinada pela formagdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), de acordo com Raharjo, Sofos e
Schmidt (1992). Os produtos da peroxidagdo de lipidios reagem com o acido

tiobarbiturico, produzindo um composto que apresenta absorbancia a 531 nm.
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Os figados dos animais foram pesados (5g) ¢ homogeneizados em
homogeneizador de tecidos por 1 minuto, apés adigdo de 20mL de acido
tricloroacético a 5% (TCA) e 0,5mL de BHT a 0,15%. As amostras foram,
entdo, filtradas em papel-filtro, ¢ o volume completado para 25mL com TCA em
baldo volumétrico.

Aliquotas de 2mL foram retiradas do baldo e transferidas para tubos de
ensaio, juntamente com 2mL de acido tiobarbitirico 0,08M em acido acético
50% (TBA). Os tubos foram levados ao banho-maria fervente por 5 minutos, e
resfriados em 4gua gelada. A leitura da absorbancia foi feita em
espectrofotdometro a 53 1nm.

A concentracdo de TBARS foi calculada com base na curva padrio de
dialdeido malénico (MDA: 1,1,3,3 - tetraetoxipropano). Os resultados foram

expressos em moles MDA / mg de tecido.

3.2.3.2 Determinac¢ao dos marcadores de funcdo hepatica

Os parametros ALT, AST, gama GT e glicose foram determinados por

método enzimatico colorimétrico e cinético no soro dos animais.

3.2.3.3 Preparacao das laminas para analise histopatologica

Foram coletadas amostras dos figados dos animais, e cada uma delas foi
fixada em formol neutro tamponado a 10%. O material foi incluido em parafina
e cortes histologicos de 4um de espessura foram obtidos de cada um dos
fragmentos, por meio de microtomo rotativo manual. Os cortes obtidos foram,
entdo, corados segundo técnica de Hematoxilina e Eosina (BANCROFT;

STEVENS, 1996).
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3.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com parcelas
subdivididas.

Para a atividade antioxidante in vitro, foram utilizados 3 tipos de bebida
(chas-verde, branco e preto), puros e adicionados de 4 diferentes adogantes e
edulcorantes.

Para as analises in vivo, foram utilizadas 3 tipos de bebidas, 2

tratamentos (com indug¢do de injuria hepatica e sem indugdo) e 5 repetigdes.

3.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e comparados

pelo teste de Tukey, quando p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método de seqiiestro de

radicais livres - DPPH

Na Tabela 1 estdo representados os resultados das analises da atividade

sequestrante de radicais livres dos trés chés, acrescidos ou nao de edulcorantes.

Tabela 1 Atividade antioxidante (AA%) dos chas em relagdo ao radical DPPH

Tipos de Puro Edulcorantes

Cha Actcar Acticar Estévia Sacarina/
Branco Mascavo Ciclamato

Branco 92,53aA 89,71bB 70,02 cC 91,88 aA 90,05 aB

Verde 89,26 bA 86,75¢cBC 85,99bC  88,36bAB 85,55 bC

Preto 9291 aA 91,57aAB 89,03aC 91,29 aAB 91,09 aB

Média 91,57 84,34 81,68 90,51 88,90

Mé¢dias seguidas por letras mindsculas diferentes dentro de cada coluna, ¢ médias
seguidas por letra maitsculas diferentes dentro de cada linha diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

Os chas provenientes da Camellia sinensis apresentaram um bom poder
sequestrante de radicais livres, que pode ser atribuido a presenga de compostos
fenolicos, com destaque aos taninos (acido galico) e flavonoides (miricetina,
quercetina, catequinas e canferol) (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA,
2006). Os flavonoides apresentam um grupo hidroxila na posi¢do 3 do anel
aromatico, essencial a sua habilidade de capturar radicais livres, apresentando
atividade maior que a vitamina C in vitro (RICE-EVANS, 1999).

Entre os chas estudados, o branco e¢ o preto apresentaram acao

sequestrante de radicais livres semelhantes, ¢ maiores que a apresentada pelo
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cha- verde. No entanto, os resultados encontrados na literatura sdo discordantes;
em seus estudos, Rusak et al. (2008) classificaram os chas de acordo com o total
de compostos fendlicos na ordem: CV > CP > CB; ja Lin, Wu e Lin (2003)
classificaram CP > CV > CB.

Varios autores apresentam diferentes explicagdes para essa variedade de
resultados encontrados. Harold e Grahan (1992) afirmam em seu estudo que o
CP teria maior ac¢do antioxidante pelo fato de os polifendis mais encontrados nas
folhas da C. sinensis, principalmente as catequinas, terem sua concentra¢do
dependente da idade da planta, e geralmente encontrarem-se em maior
concentracdo nas folhas do cha-preto, quando comparadas as do cha-verde;
Bancirova (2010) e Sarkar ¢ Bhaduri (2001) também atribuem maior habilidade
em sequestrar radicais livres ao CP quando comparado ao CV; ja Morais et al.
(2009) encontraram maior ac¢do antioxidante no cha-verde e menor no cha-preto,
e Moraes-de-Souza et al. (2007) ndo encontraram diferenca na AA destes dois
chas.

Corroborando os resultados obtidos neste estudo, Unachukwu et al.
(2010), ao determinar a concentragdo de catequinas em chas pelo método HPLC,
afirmaram que o teor encontrado nas folhas do CB foram superiores aos
encontrados no CV, conferindo a esse primeiro maior ag¢ao antioxidante.

Os diferentes resultados encontrados na literatura podem ser
relacionados as diferentes condigdes de cultivo, processamento, manufatura e
embalagem da planta, além dos protocolos utilizados em cada estudo para
extracao dos compostos e das fontes comerciais (UNACHUKWU et al., 2010).

Em relagdo a atividade antioxidante dos chas adicionados de
edulcorantes, o cha branco tem sua atividade reduzida com a adi¢do de agucar
branco, agticar mascavo e adogante composto por sacarina e ciclamato. Com a

adicao da estévia, a AA nao sofreu alteragdes significativas.
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Resultados semelhantes aos do cha-branco foram observados no cha-
verde quando este sofreu adi¢do dos edulcorantes; a maior agdo antioxidante foi
observada no cha puro e no cha adicionado de estévia ou agucar branco.
Menores atividades foram observadas quando se acrescentaram aglicar mascavo
¢ adocante a base de sacarina e ciclamato.

O cha-preto ndo sofreu alteragdes na sua acdo antioxidante quando
acrescido de acticar branco ou estévia; os edulcorantes aglicar mascavo ¢
adogante Sac/Cicl apresentaram agdo antioxidante semelhantes, porém menor
que os demais edulcorantes. Sharma, Kumar ¢ Rao (2008), ao analisarem o teor
de compostos fenodlicos no CP, os encontraram reduzidos, quando se adicionou
agtcar branco ao cha, com consequente reducao da sua capacidade de sequestrar
radicais livres. Segundo os mesmos autores, sdo necessarias investigagoes a
respeito da interacdo entre o cha e o agucar, com a finalidade de elucidar seu
mecanismo.

Em todas as infusdes estudadas, a adi¢do de agtcar mascavo levou a
uma reducgdo da agdo antioxidante de radicais livres, ao se analisar a AA dos
edulcorantes separadamente; em solugdo aquosa, nota-se que esse agucar
apresenta acdo antioxidante muito superior, quando comparado ao agucar
refinado, conforme demonstrado na Tabela 2, e os demais edulcorantes nio
apresentaram agdo nenhuma. Possivelmente, pode ter ocorrido uma agéo
antagonista entre os componentes dos chas e do AM, o que ¢ conhecido como

“efeito da mistura” (CUVELIER; MAILLARD; BERSET, 1996).



47

Tabela 2 Atividade Antioxidante (AA%) dos edulcorantes em solugdo aquosa
em relagdo ao radical DPPH

Edulcorantes AA (%)
Acucar Branco 6,12+1,23
Acucar Mascavo 84,58 £ 0,26
Estévia 0
Sac/Cicl 0

Essa forte atividade antioxidante pode ser explicada pelo fato de a cana-
de-agticar ser rica em compostos fendlicos e flavonoides, o que lhe confere uma
interessante a¢do antirradicais (FONTANIELLA; SING; SMADJA, 2003). No
entanto, os resultados deste estudo contrariam aqueles obtidos por Payet, Sing e
Smadja (2005) que, ao testarem a ag@o antioxidante de 8 tipos de aglicares
mascavo dissolvidos em agua, encontraram uma fraca agdo contra os radicais
DPPH, e atribuiram esse fato a baixa concentragdo de compostos fenolicos.
Segundo os mesmos autores, a concentragdo de compostos antioxidantes pode
variar de acordo com o processo de produgdo do agicar mascavo, no qual ha
formagdo de compostos derivados da reagdo de Maillard, que também possuem
acdo antioxidante, além das condic¢des de cultivo da cana-de-agtucar. Na reacdo
de Maillard, ha formagdo de melanoidinas, polimeros e¢ de compostos
heterociclicos aromaticos; esses compostos, além de atuarem conferindo
coloragdo e aroma caracteristicos do agucar, apresentam também acdo
antioxidante (DITTRICH et al., 2003).

Na Tabela 3, estdo demonstrados os resultados do estudo comparativo

entre os tratamentos.
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Tabela 3 Atividade antioxidante pelo método DPPH (AA%): estimativas de
contrastes entre médias dos tratamentos.

Comparacio Cha- Branco Cha-Verde Cha-Preto
Cha puro VS Edulcorantes -7,12%* -2,6* -2,17*
Acucares VS adogantes 11,10* 0,59™ 0,89*
Acgucar Branco VS Agucar Mascavo -19,69%* -0,76™ -2,54%*
Estévia VS Sacarina / Ciclamato -1,83* -2,82% -0,21™

"Significativo pelo teste F ao nivel de 5%.

Os chas puros apresentam maior capacidade antioxidante, e tém essa
acdo reduzida quando a eles sdo adicionados edulcorantes; por outro lado, entre
as substancias que conferem dulgor, o grupo dos adocantes apresentou maior
acdo antioxidante quando associado aos chds em relacdo ao grupo dos agucares,
principalmente ao cha-branco. Entre os acucares, a adi¢do de agtcar branco foi
mais eficaz ao capturar os radicais livres, ao passo que entre os adogantes, a

estévia mostrou-se mais indicada.

4.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno / acido

linoleico (BCAL)

Na Tabela 4 estio representados os resultados da atividade antioxidante

dos chas, acrescidos ou ndo de edulcorantes.
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Tabela 4 Acao antioxidante (AA%) pelo sistema B-caroteno / acido linoleico
dos chés acrescidos ou ndo de agentes edulcorantes.

Cha Edulcorantes
Puro Acucar Acucar Estévia Sacarina/
Branco Mascavo Ciclamato
Branco 91,74 aA 52,75 bB 56,49 bB 47,43 bB 54,28 bB

Verde 51,76 cD 74,18 aB 62,62 ab CD 70,49 aBC 93,61 aA

Preto 68,95bBC 58,74 bC 66,55 aBC 70,24 aB 86,40 aA

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes dentro de cada coluna, ¢ médias
seguidas por letra maiasculas diferentes dentro de cada linha diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

Os chas apresentaram diferentes agdes antioxidantes, seguindo a
seguinte ordem: CB>CP>CV.

Paganini-Costa e Carvalho-da-Silva (2011) atribuem a maior agdo
antioxidante ao CB ao fato de ser o menos processado entre os chas, o que
preservaria a alta quantidade de catequinas da planta fresca. Zhao et al. (2011),
ao compararem a composicdo do CB e do CV, encontraram uma diferenca
bastante significativa na quantidade de flavonoides, sendo maior no CB, e ndo
encontraram diferencas na quantidade de catequinas entre os dois chas. Thring,
Hili e Naughton (2009) atribuem ao cha-branco maior ag@o antielastase,
anticolagenase e antioxidante que o CV.

O CP apresentou acgdo antioxidante intermediaria entre os chas; na
literatura, muitas vezes € citado como tendo ag¢@o antioxidante menor que o CV
devido ao processamento que sofre durante sua producdo, com a conversdo das
catequinas em teaflavinas e tearrubiginas. No entanto, pesquisas relatam que
catequinas e teaflavinas apresentam atividades antioxidantes similares (LEUNG

et al., 2001), o que pode justificar os resultados encontrados no presente estudo.
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O CV mostrou menor agdo antioxidante entre os chas, o que contraria os
resultados de alguns autores quando este ¢ comparado ao CP (KWON et al.,
2009; LEE; LEE; LEE, 2002).

A acdo antioxidante do CB ¢ reduzida quando se adiciona edulcorantes a
esse cha; no entanto, ndo houve diferenca significativa em decorréncia da adi¢ao
de um edulcorante especifico: todos apresentaram atividade semelhante.

O CV apresentou sua maior agdo quando adicionou-se a ele adogante
sacarina/ciclamato; em seguida, a maior acdo foi apresentada por adigdo de
estévia e agucar branco, ¢ menor pelo cha puro e pelo agucar mascavo, embora a
acdo antioxidante deste ultimo ndo seja estatisticamente diferente daquela
apresentada pela estévia.

O CP apresentou resultado semelhante ao do cha-verde: sua agdo
antioxidante foi maior quando adicionou-se a ele sacarina e ciclamato, e os
demais edulcorantes apresentaram agdo semelhante: ST = AM = AB; no entanto,
a acdo do cha com estévia foi maior do que a observada com o agtlicar branco

O CP puro nfo sofreu alteragdes em sua AA com a adigdo de agucar
mascavo, aglicar branco ou estévia. Sharma, Kumar ¢ Rao (2008), em suas
pesquisas, observaram que a adigdo de aglcar foi responsavel por aumentar e
estabilizar a acdo antioxidante do CP, fato que ndo ocorreu neste trabalho.

A atividade antioxidante dos edulcorantes em solugdo aquosa no sistema
BCAL foi observada somente no agtcar branco (41,3%) e no mascavo (57,62%)
(Tabela 5), inferindo-se novamente que, com o CB, esses aglicares possam ter
exercido acdo antagdénica com os compostos fendlicos presentes, reduzindo a
atividade antioxidante; no CV, a adi¢ao de AB aumentou sua agdo, ao passo que
0 AM se reduziu; ¢ no CP, ndo houve alteracdo. S3o necessarias mais
investigacdes a respeito do mecanismo que leva a essas interagcdes entre os

edulcorantes e os chas.
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Tabela 5 Atividade antioxidante (AA%) pelo sistema B-caroteno / acido
linoleico dos edulcorantes em solugdo aquosa

Edulcorantes AA (%)
Acucar Branco 41,23 +£0,62
Acucar Mascavo 57,62+ 1,03
Estévia 0
Sac/Cicl 0

Comparando-se a ag@o antioxidante entre os grupos (Tabela 6), pode-se
observar que, entre os chds, o branco é o Gnico que apresenta agdo maior sem a
adi¢do de edulcorantes, e € o unico em que a adi¢do de acucares reduziu a AA;
os chas-verde e preto apresentaram mais vantagens em ser consumidos com
aclicar mascavo em comparagdo ao branco, ¢ adogante contendo sacarina e

ciclamato em comparagdo a estévia.

Tabela 6 Acao antioxidante (AA) pelo sistema f-caroteno / acido linoléico:
estimativas de contrastes entre médias dos tratamentos.

Comparacio CB CV CP

Cha puro VS edulcorantes -39% 23,46* 1,53™
Acgucares VS adogantes -3,76™ 13,65* 15,67*
Actcar Branco VS Ac¢lcar Mascavo 3,73™ 11,57* 7,81%
Estévia VS Sacarina / Ciclamato 6,85™ 23,12% 16,16*

"Significativo pelo teste F no nivel de 5%
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O sistema B-caroteno/acido linoleico (BCAL) é utilizado para se avaliar
quanto um composto ¢ capaz inibir a oxidagdo do B-caroteno, pois esse sofre
descoloragdo rapida na auséncia de um antioxidante por ag¢do do acido linoleico,
que forma hidroperéxidos responsaveis pela perda da cor. Pela oxidagdo, a
molécula de caroteno perde sua dupla ligagdo, perdendo seu cromoforo e sua cor
laranja caracteristica, que pode ser medida espectrofotometricamente a uma

absorbancia de 470 nm (SHARMA; KUMAR; RAO, 2008).

4.3 Analise da acio antioxidante in vivo

Os dados de variagao do peso corporal estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 Peso corporal e relagdo peso do figado / peso corporal dos animais
submetidos aos tratamentos.

Tratamentos Variaveis
Varia¢ao (g) Peso Figado Relagdo PFg /
(PFg)(g) PFn

Controle 1,40 a 6,06 b 0,030 b
CCl4 -17,25 b 7,36 ab 0,039 a
Cha-Verde -20,40 b 7,27 ab 0,039 a
Cha-Branco 9,40 b 7,85 ab 0,039 a
Cha-Preto -20,00 b 8,61 a 0,046 a

Médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey
(5%).

Observa-se que os animais que ndo receberam a dose intraperitoneal de
tetracloreto de carbono ndo apresentaram perda de peso e menor relagdo peso do
figado / peso corporal, quando comparados aos animais dos demais tratamentos.
Ja nos que receberam a dose, foi possivel observar um aumento na relagdo peso
do figado / peso corporal. O tratamento com CCly leva ao aumento do tamanho e

do peso do figado, por elevar os lipidios totais, colesterol e triglicerideos totais
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no orgdo (ABDEL-HARMID, 2006). Esses resultados estdo de acordo com
Mukai et al. (2002), que encontraram aumento significativo na relagdo peso do
figado / peso dos animais apds administragdo de CCly.

O tetracloreto de carbono é uma conhecida e potente droga hepatotoxica,
que causa dano hepatico pela formagdo de radicais livres durante a sua
metabolizacdo, como o triclorometil (.CCl13) e o triclorometilperoxil ((OOCCI3)
(PERES et al., 2000). A indu¢do da injtria por tetracloreto de carbono envolve
duas fases: na primeira, o CCl; ¢ metabolizado pelo citocromo P450, com
formagdo de radicais livres e peroxidos lipidicos. Na segunda fase, ocorre a
ativacdo das células de Kuppfer, principalmente por radicais livres, levando a
producdo de mediadores pro-inflamatorios (EDWARDS; KELLER;
THURMAN, 1993). Esses radicais causam peroxida¢do dos &cidos graxos
constituintes das membranas celulares, resultando na fragmentagdo em radicais
peroxidos lipidicos e outros produtos que agem como agentes oxidantes.
Consequentemente, a estrutura da membrana celular e a membrana intracelular
das organelas sdo completamente deterioradas, € o dano estrutural se expande.
Com isso ocorrendo de maneira cronica, ha desenvolvimento de cirrose e fibrose
(OZERCAN et al., 2006; SCHMITZ et al., 2005).

A administragdo intraperitonial de CCl; causou importante

lipoperoxidacdo hepatica, como pode ser visto na Figura 9.
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Figura 9 Concentragdo média dos compostos reativos ao acido tiobarbittirico (TBARS)
(nmol MDA / mg de tecido), em ratos tratados com cha-branco, cha-verde e
cha-preto. Médias seguidas por letras minusculas diferentes diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey

No presente estudo, foi possivel observar que o tetracloreto de carbono
causou lesdo hepatica nos ratos, devido a alta concentracdo de compostos
reativos ao acido tiobarbiturico presentes nos figados dos animais (CP); observa-
se também que a administragcdo dos chas durante sete dias foi capaz de reduzir
essa peroxidagdo lipidica; diferentemente da acdo antioxidante in vitro, ndo
houve diferenca significativa entre a acdo do cha-branco, verde e preto.

Noori et al. (2009) ndo encontraram reducdo significativa nos niveis de
TBARS em animais com injuria hepéatica induzida por tetracloreto de carbono
tratados com ché-verde. J& Sengottuvelu et al. (2008) apresentaram resultados
contrarios, ¢ em seus estudos, o cha-verde foi capaz de reduzir a peroxidacao
hepatica. Almurshed (2006) encontrou resultados semelhantes a Sengottuvelu et

al. (2008) ao testar os chas-preto e verde.
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4.3.1 Testes de funcao hepatica

Neste estudo, o dano hepatico no grupo que recebeu o CCl; ¢é
evidenciado pelos elevados niveis séricos de AST (Figura 10), ALT (Figura 11)
e Gama GT, além da elevagdo da glicemia de jejum (Tabela 8) em relagdo ao
grupo controle negativo. Niveis menores dessas enzimas foram encontrados nos
grupos tratados com os chas; no entanto, esses niveis foram maiores que os do
grupo controle negativo, que ndo receberam a dose do agente causador da injlria
hepatica. Mukai et al. (2002) observaram expressiva elevagao nos niveis séricos
de AST e ALT em ratos com injuria no figado induzidas por CCl,. Sengottuvelu
et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes no grupo tratado com tetracloreto
de carbono, e os animais tratados com cha-verde tiveram um aumento das
transaminases em relacdo ao grupo controle; porém, bem menos significativo
quando comparado ao grupo com injuria hepatica induzida. Almurshed (2006)
observou a redugdo nos niveis séricos de ALT com administragdo dos chas-

verde e preto em ratos que receberam tratamento semelhante.
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Figura 10 Atividade da enzima aspartato aminotransferase (AST). Médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si (p< 0,05) pelo teste de Tukey
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Figura 11 Atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si (p< 0,05) pelo teste de Tukey
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Medidas das atividades das enzimas ALT e AST séricas sdo testes muito
utilizados como marcadores de injiria hepatocelular ou necrose. Seus niveis
podem se elevar em diversas desordens hepaticas; no entanto, entre as duas
enzimas, obtém-se maior especificidade ao se dosar a ALT, pois ela esta
presente no citosol das células hepaticas em maiores concentragdes que nas
demais células do organismo. J4 a AST estd presente em tecidos do figado,
coragdo, osso, musculo, rins, cérebro, pancreas e pulmdes, e nas células
sanguineas (GIBONEY, 2005).

Pelos dados da Tabela 8, os niveis séricos da GGT diferenciam-se
significativamente (p<0,05) entre o controle positivo, o controle negativo e os
grupos teste. Entre os trés chas testados, ndo houve diferenca nos niveis desse
marcador de lesdo hepatica.

A gama glutamil transferase (GGT) sérica € utilizada como marcador
de disfungdo hepatica e de ingestdo alcodlica. Condigdes que elevam a GGT,
como doenga hepatica obstrutiva, consumo de alcool e utilizagdo de drogas
indutoras, levam a um aumento da producdo de radicais livres, principalmente
na presenga de ferro (WHITFIELD, 2001).

Alteracdes nos niveis de glicemia sdo comuns em doengas hepaticas;
a hipoglicemia geralmente ¢ observada na doenga hepatica aguda e grave
(MEZEY, 1991). Conforme apresentado na Tabela 8, o grupo que recebeu o
tetracloreto de carbono e ndo recebeu os chas apresentou niveis de glicemia
inferiores ao grupo controle negativo. Os grupos tratados com os chas nao

apresentaram diferengas significativas.



58

Tabela 8: Valores médios dos parametros bioquimicos Gama GT e glicose
(mg/dL) para avaliacdo da funcao hepatica dos animais experimentais.

Parametros bioquimicos

Tratamentos Gama GT Glicose
Controle Negativo 1,434 ¢ 143,29 a
CCl, 2,436 a 105,96 b
Cha-Verde 1,709 b 129,44 ab
Cha-Branco 1,710 b 125,37 ab
Cha-Preto 1,742 b 123,94 ab

Médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

O aumento dos marcadores de lesdo hepatica AST, ALT ¢ GGT
plasmaticos sdo considerados diretamente proporcionais a gravidade da injuria
hepatica. Pelos resultados obtidos neste estudo, infere-se que os antioxidantes
presentes nos chés sdo eficazes em reduzir a hepatotoxicidade causada pela
administragao de CCly. Portanto, a ingestdo diaria de cerca de cinco xicaras de
cha ¢ benéfica para a saude, sendo indicada para individuos portadores de

desordens hepaticas.
4.3.2 Avaliacao Histopatoldgica
Os resultados dos estudos histopatologicos da acdo dos chas da

Camellia sinensis no figado de ratos tratados com tetracloreto de carbono estdo

demonstrados na Figura 12.



Figura 12 Fotomicrografias dos figados dos animais tratados com tetracloreto de
carbono e chas provenientes da Camellia sinensis. A) Controle Negativo:
alteragdes ndo sdao observadas; B) Controle Positivo (CCly): presenga de
macrofagos e células vacuolizadas; C) grupo tratado com CV: presenga de
macrofagos e células vacuolizadas; D) grupo tratado com CB: presenga de
macrofagos e células vacuolizadas; E) Grupo tratado com CP: niimero
reduzido de macrofagos e células vacuolizadas em relagdo aos demais
tratamentos. Coloragdo H.E. (ampliagdo de 400 vezes).
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O grupo tratado com CCl, (A) mostrou marcadores histopatologicos
de alteragdes hepaticas, como infiltragdes de macrofagos e vacuolizacdo celular,
principalmente ao redor da veia centrolobular. Segundo Almurshed (2006),
vacuoliza¢do do citoplasma pode ocorrer devido a degeneragdo hidropica ou
lipidica. A degeneracdo hidrépica ocorre devido ao acimulo de agua no meio
intracelular, consequéncia de desequilibrios no controle do gradiente osmético
no nivel da membrana citoplasmatica e nos mecanismos de absor¢do, eliminagdo
de 4agua e eletrolitos intracelulares (MIRANDA; SANTOS, 2008). A
degeneracdo gordurosa ¢ um desequilibrio entre a captacdo hepatica dos acidos
graxos e sua utilizagdo (JONES; HUNT; KING, 2000). As principais causas da
esteatose sdo: hipoxemia (a gordura transportada para o figado ndo ¢é oxidada e
fica retida); agdo de agentes toxicos (arsénio, cloroformio, tetracloreto de
carbono, micotoxinas) e insuficiéncia de fatores lipotroficos (colina e metionina)
(COELHO, 2002). No grupo controle negativo (B), ndo foram detectadas
alteragoes.

O grupo tratado com o CP (E) apresentou reducdo das células
inflamatoérias e da vacuolizacdo dos hepatdcitos quando comparado aos demais
tratamentos, o que sugere maior eficacia desse cha no tratamento de desordens
hepaticas.

Sengottuvelu et al. (2008) concluiram em seus estudos que a
administracdo de extrato aquoso da Camellia sinensis foi capaz de reduzir a
infiltracdo de células inflamatdrias, reduzir e regenerar a necrose de hepatdcitos
de ratos tratados com CCly, e atribuem esses efeitos a acdo antioxidante da
planta. Almurshed (2006) observou acao semelhante ao estudar o efeito do CV e
do CP, ou seja, observou reducao nas alteragdes histopatologicas no figado dos
animais.

Embora, histopatologicamente, somente o CP tenha demonstrado ser

eficaz na redugdo do dano hepatico, bioquimicamente os animais tratados com
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CV e CB demonstraram redugdo significativa (p<0,05) das enzimas hepaticas
séricas em relagdo ao grupo CP. Dessa forma, infere-se que os chas derivados da
Camellia sinensis sejam capazes de reduzir danos hepaticos rapidamente, ja que
os resultados deste estudo foram obtidos apés sete dias de tratamento, sendo o
seu consumo indicado ndo somente na prevencdo como também no tratamento

de diversas desordens hepaticas.
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5 CONCLUSAO

Os diferentes processamentos a que a planta Camellia sinensis ¢
submetida leva a alteragdes, ndo sO nos seus aspectos sensoriais, mas também
em sua acdo antioxidante, e a adicdo de edulcorantes também s3o capazes de
alterar essas propriedades dos chés.

Nos ensaios in vivo, a dosagem de enzimas hepaticas séricas dos
animais ¢ o teste de peroxidacdo lipidica inferem a eficacia dos trés chas em
recuperar a injuria hepatica induzida pelo tetracloreto de carbono. Na avaliagdo
histopatolodgica, apenas os figados dos animais tratados com o CP apresentaram
redugdo dos danos celulares; no entanto, os demais testes realizados demonstram

que os trés chas podem desempenhar agdo hepatoprotetora.
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Tabela 1A Resumo da analise de variancia para os valores da acdo antioxidante
in vitro dos chas pelos métodos de seqiiestro de radicais livres DPPH
e pelo sistema B caroteno / acido linoléico, com fontes de variagdo,
nimeros de graus de liberdade, quadrados médios e respectivas

significancias.
F.V. G.L DPPH B caroteno / 4cido linoléico
Cha 2 87,274* 482,1557*
Adogante 4 136,8546* 468,4881%*
Cha VS Adocgante 8 62,9805%* 752,4155*
Erro 30 0,5001 22,4692
Média - 88,3997 67,0818
CV% - 0,81 7,07

" Significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 2A Resumo da analise de variancia para os valores de peso corporal,
peso do figado e relagdo peso do figado / peso corporal, com fontes
de variagdo, numeros de graus de liberdade, quadrados médios e
respectivas significincias.

F.V. G.L. Variaveis

Peso Peso Variagao Peso do Relagdo peso
Inicial Final Figado  do figado/
peso corporal

Tratamentos 4 114,0146 352,4033 410,2168" 3,9714  0,000143"

Erro 18 203,8083 310,2388 56,1306 1,4639  0,000018
Meédia 203,8695 191,2173 -12,6522 7,3826  0,0386
C.V. (%) 7,00 9,21 -59,22 16,39 11,03

™ Significativo pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade
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Tabela 3A Resumo da analise de variancia para os valores das substincias
reativas ao dacido tiobarbitirico (nmol MDA / MG de tecido)
(TBARS) em animais tratados com os chas-verde, branco e preto (7

dias) e agua, com fontes de variagdo, niimeros de graus de
liberdade, quadrados médios e respectivas significancias.

F.V. G.L. TBARS

Tratamentos 4 0,0541"

Erro 18 0,0038

Média 0,2882

C.V. (%) 21,38

" Significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 4A Resumo da analise de variancia para os valores de AST e ALT
determinados para avaliagdo da funcdo hepatica dos animais
experimentais, com fontes de variacdo, ntimeros de graus de
liberdade, quadrados médios e respectivas significancias.

F.V. G.L. Variaveis

AST ALT
Tratamentos 4 11989,4012° 5138,2433"
Erro 18 9,3256 16,1186
Média 101,3091 62,8604
C.V. (%) 3,01 6,39

™ Significativo pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade
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Tabela 5A Resumo da analise de varidncia para os valores de Gama GT e
glicose determinados para avaliacdo da funcdo hepatica dos animais
experimentais, com fontes de variacdo, numeros de graus de
liberdade, quadrados médios e respectivas significancias.

F.V. G.L.

Gama GT Glicose
Tratamentos 4 0,73757 793,2582"
Erro 18 0,0529 171,8068
Média 1,6598 126,5253
C.V. (%) 13,86 10,36

™ Significativo pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade



